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L* invention a pour objet des composes de formule generale 

COR, 

,/V-° R 6 

(I) 



,R 6 



i 

COR 



2 



qui presentent d'intdressantes proprietes antiphlogistiques , analgesi- 
ques et antipyr<5tiques , ainsi que.le cas echeant, leurs sels d' addition 
avec les acides non toiiques et pharmaceutiquement acceptables. 

Dans la formule susindiquee et dans ce qui suit, R 2 et R g ont 
les significations suivantes : 

E et R 2 , qui peuvent etre identiques ou different e, represented 
le groupe amino, le groupe -KHR3, R ? designantun radical aliphatique 
inferieur, le cas Scheant non-sature, un radical aliphatique substitue 
par un groupe hydroxy, amino, methylamino ou dimethylamino, le groupe 
hydroxy, un groupe alcoxy ou l'ua des groupes -CH 2 C00H, -CHgCXJO-cation, 
_(CH ) -<IL> = 1 ou ou 118 representent le groupe -HR^, R + 
designant un radical alcoyle ou alcoxy inferieurs, substitue's, le cas 
echeant, par un groupe hydroxy, et R ? un radical alcoyle, substitue le 
cas echdant par un groupe hydroxy ou R + et R 5 designant conj ointement 
avec 1 'atome d' azote et, le cas echeant, avec un autre hetero-atome 
un noyau penta- ou hexagonal sature ou non sature ; 

R et R peuvent representer en outre le groupe -0-(CH 2 ) 2 -N(CH 3 ) 2 ; 
5 1'un des radicau* R ± et R 2 pent representer egalement le groupe hydroxy 

ou le groupe -O-caticm ; 

R, represents un atome d'hydrogfene, le radical benzyle ou un radical 
aliphatique rectiligne ou ramifie, sature ou non-satur«S, interrompu, 
le cas echeant, par un atome d'oxygene et comportant dusqu'a 8 atomes 
0 de car* "bone . 

On fabrique les composes de formule I selon les precedes nabituel* 
parmi lesquels les suivants se sont averts particulierement interes- 

1) On fabrique les composes de formule I, dans laquelle l'un des ra- 
35 dicaux R-, ou R 2 represente un groupe hydroxy ou le groupe -O-cation, en 
faisant reagir avec de l'ammoniaque ou avec &s composes amines. NH^, 
HHRJU ou H0(CH 2 ) 2 -N(CH 3 ) 2 correspondants, apres une hydrolyse partiel- 
le et le cas echeant par etapes, un derive de 1'acide 2 , 3-dihydroxy- 
terephtalique de formule gent-ale s 
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dans laquelle Z et Z', qui peuvent Gtre identiques ou differents, dg- 
signent des groupements ester ou chlorure d'acide carboxylique ou d 1 
autres derives carboxyliques, utilises habitue 11 ement pour la reaction 
avec de l , ammoniaque ou avec d es composes amines. 
2) On etherifie des composes de formule generale : 




(III) 



dans laquelle R designe le radical -COR^ ou un radical convertible en 
-C0R 1 , en particulier un groupement ester d f acide carboxylique, avec 
des composes de formule R^'X, dans laquelle Rg 1 a la meme significa- 
tion que Rg, excepte*e celle d'un atome d'hydrogene et dans laquelle I 

15 designe un radical facilement eliminable sous forme d* anion, par exem- 
ple un atome de colore ou de brome ou un radical acide sulfonique, et 
on convertit ensuite, si besoin est, le radical R en le groupe -C0R lf 
en faisant r£agir le produit de reaction avec <fe l'ammoniaque ou avec 
un compose amine correspondant ou en l 1 hydrolysant le cas echeant pour 

20 former le groupe carboxyle. 

Ce proceMe sert a la fabrication de ceux des composes de formule 
I dans lesquels Rg a l'une des significations susindiqu^es , excepted 
celle d'un atome d'hydrogene, et dans lesquels R 1 et R^ designent par 
ailleurs de preference le groupe amino ou un groupe amino substitue' 
25 par un radical alcoyle infe>ieur. 

Bans la mesure oil les composes de formule I ont une reaction ba- 
sique f on les convertit final ement, si on le desire, par les tecnnlqtBB 
habituelles en leurs sels d'addition avec des acides. 

On prepare les produits initiaux pour les eusdits derives eui- 
30 vant les modes operatoires habituels. 

On produit par exemple les composes de formule II, paa encore de*- 
crits jusqu f a present, dans lesquels les radicaux R fi ne designent pas 
des atomes d'hydrogene, a partir d'un ester de l r acide 2, 3-dihydroxy- 
terephtalique, comme le 2 , 3-dihydroxytere'phtalate de dimethyle. On com- 
35 mence par etherifier lister. Si on ne desire pas mettre en oeuvre 2m 
produits resultant de cette reaction t els quels, on peut hydrolyser 1 ' 
un des groupes ester ou tous les deux et convertir ensuite les acides 
carboxyliques formes en des derives particulier ement reactifs, par 
exemple en leurs chlorures ou en leurs esters active's. 
40 On peut preparer les composes pas encore decrits jusqu'a present 

de formule III a partir de l 1 acide 2, 3-d ihydroxy-te*reph tali que . On 
convertit l , un de sea groupes carboxyle ou tous les deux en d autres 
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groupes f onctionnels , par exemple en chlorure d'acide ou en carbozyl^e 
d f alcoyle, qu'on fait reagir ensuite avec de l'ammoniaque ou avec tfes com- 
poses amines ccrrespondants. 

Les exemples suivants Ulnstreront rinvention avec plus de details. 
5 Esemnle 1.- Le 2 . 5-dimethorvt erephtalovl-diamide . 

On fait tomber,goutte a goutte et a la temperature de -lOfiC, 126g de di- 

chlorure decide 2,3-dimethoxyterephtali(iue dissous dans 50 ml d* ether, 

dans un melange de 100 ml d 1 ammoniac liquide et de 200 ml de methanol. 

Quand la temperature a atteint I'ambiante, on evapore dans un bain-marie 

10 jusqu^ siccite, on traite le residu avec 200 ml d f eau et on l'essore. 

On recristallise les cristaux dans 1100 ml d f eau. Dans la solution-mere, 

on recupkre encore une deuzifeme fraction par concentration. Rendement 

total: 98, 5g (92# de Oa theorie) ; P.P. 205*0. . 

D'une facon analogue, on fabrique : 
15 le 2, 3^im^thoxyterephtaloyl^^sopropylamide >a partir de dichlorure d » 
acide 2,3-dim^thoxyterephtalique et dediisopropjiaminedans &a chloro forme. 

Rendement 72 # de la theorie ; P.P. 251 2 C , 

le 2,3-dimethoxyterephtaloyl-bis-allylamide a partir de dichlorure d' 
acide 2,3-dimethoxyterephtalique et d , allylamine dans du chloro forme. 
20 Rendement 55 £ de la theorie ; P.P. 6?-69 e C. 

Les composes indiques dans le Tableau 1 ci-dessous : 




i 2 
I 

i 3 

4 
5 
6 



8 



10 

11 

12 



Rendement 
k% de la j 
theorie) 



P.F. 

( °C) 



-NH-C 2 H 5 



CH 



-NH(CH ) -N^ 



-NH-CH^-COONa 
2 

-NH-CH 2 -C 6 H 5 
-MH-(CH 2 ) 2 -C 6 H 5 



— N 



CH 



^ CH 




-N H O 



-NH-C 2 H 5 
-NH-(CH 2 ) 2 -N 



CH 



CH 



-NH-CH 2 -COONa 

-NH-CH 2 -C 6 H 5 

-NH-(CH 2 ) 2 -C 6 H 5 
CH 3 



CH 




-CH 3 


SO 


187-188 j 

• 


-CH 3 


55 


118 j 


-CH 3 


32 

! 

• 


196-197 \ 
chlor hydrate 


-CH 3 


60 


I 


-CH 3 


60 


142-143 


-CH 3 


50 ! 


108 


-CH 3 


50 


117 


-CH 3 


45 * 


HO 


_CH 3 


45 


137-138 


-CH 3 


40 


131 


-CH 


48 


120 


~ CH 3 


54 


190-191 
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13 

14 

15 
16 

17 
18 

19 



20 



21 



22 



23 



24 



25 



26 



27 



28 



29 



30 



-0-(CH 2 ) 2 -N 



-NH-CH 



CH, 



T 



CH 



CH 



3 I 



r°-<cH 2 > 2 -N N 

CH. 



-CH. 



-NH-C 0 H C 
•NH-CH 2 -COONa 



-:;h-.ch 2 -c 6 h 5 

-HH-(CH 2 ) 2 -C 6 H 5 



— N 



CH 



-N 



Cu 



C 2 H 5 



C 2 H 5 



OCH 



-(3 



/- 

-N H 



-N 



C 2 H 5 



C 2 H 5 



-n^hJ 



-N H 



-NH-CH. 



/ \ 

-N H O 



/ \ 

-N H O 
> / 



-NH-CH 



-NH-CH 



-NH-.C 2 H 5 
-NH-CH 2 -COONa 



: 2 H 5 



, ~ C 2 H 5 
\ - C 2 H 5 



-NH-CH^-C^H- 
•NH-(CH 2 ) 2 .C 6 H 5 



— N 



CH 



:h 



-N 



X C 2 H 5 



C 2 H 5 
CH^ 



OCH 



-(7j 

-nT] 



— N 



C_H C 
/ 2 5 



C 2 H 5 




-NH-CH 



- N H 



y s. 

-N H O 

\ f 



-NH-CH 



~ C 2 H 5 
-C 2 H 5 



-C 2 H 5 



~C 2 H 5 



- C 2 H 5 



-C 2 H 5 



- C 2 H 5 



-C 3 H ? 



-C 3 H ? 



" C 3 H 7 



-CH 



CH- 
/ 3 



CH 



-CH 



CH- 
s 3 



CH. 



CH 2 -CH=CH 2 



•CH -CH=CH 
2 2 



45 

63 

70 
50 



74 
61 

65 



56 



62 



37 



53 



57 



41 



56 



60 



55 



22 



51 



178-180 

ch lo r hydra t e 

168 



! 



110-112 

263 
acide 

102 
101-103 

115-116 



93 



115-116 



146 



130 



76 



97-98 



131-133 



171-172 



185-186 



147-148 



129-130 
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20 



25 
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gxe^ol e 2- Le 2 , ^L-Ti-hy^SjA&htM^ 

On introduit d'abord.'a la temperature de HO'C, 19,5 g de car- 
bonate de ootassiun dans une solution de 15,0 g da 2 , 3-dioxytere- 
nhteloyl-bis-r.onor.6-chylar.ide dans 100 nl de diethyl foma^lde. Au 
bout del5 minutes, on ajoute a ce melange, goutte a goutte et en 
agitent, 65, 0 g de bromure de n-butyle et on continue a agiter du- 
r-nt 2 5 heures a HO'C. On enlave ensuite le dime thy lformarnide sous 
vide et on delaie le residu a froid avec une solution de 4 g d 'hydro- 

xyde de sodium dans 200 ml d'eau- 

Acres essorage, on dissout a oY aud dans 140 ml d < isopropanol , 
on ajoute 250 ml d'oau chaude et on filtre sur du charbon actxf. 
Rendement : 16 g (72% de la theorie) ; P.F. 162-163°C. 

D'une facon analogue, on fabrique lea composes indiques oans le 
tableau 2 ci-dessous : 

Tableau 2 



35 



40 



n 



31 



32 



33 



-NH, 



-NH 



✓ \ 

-N H 0 



— NH. 



-CH 



-CH 



-NH . 



■C 3 H 7 



37 



38 



/ \ 

-N H O 



— NH, 



/ ^ 

•N H 0 



— NH, 



CH. 



-CH 



\CH 



39 


-NH 2 


-NH 2 


-CH 2 -CH=CH 2 


40 


-NH-CH 3 


-NH-CH 3 


-CH 2 -CH-CH 2 


41 


-NH 2 


-NH 2 


-C 4 H 9 


42 


-NH-CH 3 


-NH-CH 3 


. -C 4 H 9 


43 


-NH 2 




- C 8 H 17 


44 


-N H 0 


- n Hjy 


~ C 8 H 17 


45 


\ ~f 

-NH 2 


-NH 2 


-CH 2 -C 6 H 5 


46 


-NH 2 


-NH- 
2 


-C 2 H 4 -0-CH 
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Rendement 
{% de la 



41 



56 



45 



55 



205 



190-191 



245 



50 | 


. 152 


70 


236 


58 


1 160 



169 



251 



50 


205 


54 


129-130 


70. . 


221 


72 


162-163 


60 


178-179 


55 


131 


22 


224-225 


3 7 


185-187 
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Exo^ole 3.- Le 2 , 3-d in^thox vtersohtsloyl-dianido. 

On agite, durant 60 heures et a la temperature ambiante, lO g 
de 2,3-dimethoxyterephtalatc de dime thy le avec 40 ml d •arcnoRiaque 
concentree. Ensuite, on essore et on rocristallise dans de l'eau. 
Rendement : 7,5 g (85% de la theorie) ; P.F. 205°C. 
Exerr.ole 4,- Le 2 . 3~nir>o hhoxytereohtalovl~blr>--r,or,oeth^nolamide • 

On chauffe un melange de 20 g de 2 , 3-dioxyterephtalate de di- 
methyle et de 50 ml de rr.oncethanol amine durant 4 hcures a 120 0 C. On 
evapore l'exces d ' ethanolamine sous vide et on dissout le residu dans 
100 nl d'eau chaude ; on acidifie avec de l'acide chlorhydrique, on 
refroidit et on essore. Recris tall is a t ion dans 325 ml d'eau. Rende- 
ment : 20,7 g (82</o de la theorie) ; P.F. 221°C. 
Excmole 5.- L'acide 2 , 3-dims^hoxy-4-carbamovl-bcnzoIaue . 

a) On dissout, en chauffant avec reflux, 80 g de 2 , 3-dimethoxy- 
terephtalate de dimethyl e dans un melange de 450 ml de methanol et de 
450 ml de tetrachlorure de carbone. On ajoute cnsuite, goutte a gout- 
te et dans l'espace de 3 heures, une solution de 12,8 g d'hydroxyde 
de sodium dans 260 ml de methanol et 26 ml d'eau, on pour suit 1' ebul- 
lition avec reflux durant 1 heure, on laisse refroidir et on essore. 
On evapore le filtrat sous vide jusqu'a siccite et on dissout le re- 
sidu dans de l'eau. On extrait la solution trouble avec de 1 'ether 

et on acidifie la phase aqueuse avec de l'acide chlorhydrique dilue. 
On reprend l'huile, qui se separe alors, dans de 1 'ether, on seche 
la phase etheree et on 1 'evapore jusqu'a siccite. On triture le re- 
sidu avec un melange acetate d 'ethyle/ether de petrole et on separe 
les cristaux formes (4 g) par essorage. On evapore le filtrat jusqu'a 
siccite et on recri stallise le residu dans un melange de 150 ml de 
cyclohexane et de 100 ml d' acetate d'ethyle. Rendement en 2,3-dime- 
thoxyterephtalate de monomethyle : 36 g (48% de la theorie) ; P.F. 
75-78°C. 

b) on dissout 31 g de 2 , 3-dimethoxy terephtalate de monomethyle 
dans 100 ml d 'ammoniaque concentree et on laisse reposer la solution 
durant deux jours a la temperature ambiante. Ensuite , on enleve 1 • ex- 
ces d'ammoniaque sous vide, on acidifie le residu avec de l'acide 
chlorhydrique dilue, on essore, on lave avec de l'eau, on seche et 

on recristallise dans 350 ml d'eau. Rendement : 25 g (86% de la the- 
orie) d'acide 2 , 3-dimethoxy-4-carbamoyl-benzoxque5 P.F. 201°C. 
Exemple 6 . - Le 2 t 3-dimethoxv-4 - carbainovl-ben Z ovlmor ph 0 HriP . 

On dissout, en agitant, 28 g de 2 , 3-dimethoxyterephtalate de 
monomethyle selon !■ exemple 5a) dans un flange de 120 ml de chloro- 
forme absolu et de 12 g de triethylamine . A la temperature ambiante, 
on ajoute ensuite 12,7 g de chloroformiate d'ethyle et on laisse re- 
poser durant 0,5 heure. Apres ce laps de te.ps, on ajoute 10,3 ml de 
morpholine, on homogeneise en secouant et on laisse reposer durant la 

18.7.1968 - 5 
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nuit, puis on extrait la solution chloroformique 2 fois avec de 1' 
eau, on la seche et on l f evapore jusqu'a siccite. Le residu consis- 
te en 31 g d'ur.e huile, sur laquelle on verse 100 ml d • ammoniacue 
concentree. On egite le melange durant la nuit, on essore et on rc- 
cristallise dans lOO ml de methanol. Rendement : 12 g de 2,3-dime- 
thoxy-4-carbamoyl-benzoylmorpholide {33% de la theorie) ; P-F. 172- 

174°C. 

Exemole 7.- L'acide 2 , 3^di!nethoxV"4>carb5raovl-hipp urique« 

a) A 30 g de* 2 , 3-dim£thoxyterephtalate de monomethyle (selon 
l'exemple 5a), on ajoute 100 ml de chlorure de thionyle et on chauf- 
fe le melange avec reflux durant 1 heure. Ensuite, on evapore la so- 
lution claire jusqu'a siccite. Le residu consiste en 35 g d'une hui- 
le jaune. 

b) On dissout cette huile dans 120 ml de tetrahydro fur anna puis, 
on ajoute goutte a goutte, en agitant et a la temperature ambiante, 
une solution de 10,3 g de glycine dans 69 ml d'hydroxyde de sodium 
2 N. L» addition terminee, on continue a agiter durant 1 heure a la 
temperature ambiante, on evapore sous vide jusqu^ siccite et on la- 
ve ?. e residu avec tres peu d'eau. Sur les cristaux encore humides, 

D on verse 150 ml d'ammoniaque concentree, on les met en solution en 
secouant le melange et on laisse reposer durant trois jours a la 
temperature ambiante. Apres ce laps de temps, on enleve 1'exces d ■ am 
moniaque sous vide, on acidifie le residu avec de 1'acide chlorhy- 
drique dilue, on essore et on recristallise le produit de reaction 
5 encore humide dans 60 ml de methanol. Rendement en acide 2,3-dime- 
thoxy-4-carbamoyl-hippurique : 18 g (52% de la theorie) ; P.F.185°C. 

Comrae deja indique les composes selon 1' invention sont d'un grand 
interet pharmacologique ; ils presentent notamment des eff ets antiphlo- 
gistiques, analgesiques et antipyretiques remarquables . On peut les uti- 
30 liser seuls ou en combinaisons entre eux ou avec d f aatres substances 
actives connu.es, sous la forme des preparations galeniques usuelles. 
Des formes d' administration appropriees sont par exemple des tablettes, 
dragees, capsules, suppositoires, solutions, potions et granules. On 
fabrique ces different es preparations a l'aide d f excipients, de desin- 
35 tegrants, de liants, de produits aromatisants et, le cas echeant, de 
• produits pour l'obtention d'un effet de depot, selon les techniques de 

fabrication habituelles. 

On utilise les substances actives selon 1 ' invention en t ant qu'an 
tiphlogistiques chez l'homme a- doses journalieres de 300 a 1500 mg, de 
40 preference sous forme de trois doses unitaires de 100 a 500 mg . 
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Parmi lea composes selon 1' invention, il convient de signaler en par— 
ticulier : 

le 2,3-dim^tlioxyt^phtalamide, P.P. 205*0 (a) ; 
le 2,3-di^thoxyt^r4phtalamide, P.F. 245*C ( b) . 

On a determine l'effet antiphlogistique, en essayant 1* action ixi- 
hibitrice but l'oedeme a la levure chez le rat. 

Dans cet essal, les substances selon l 1 invention s^verent supe>— 
rieures a la butazolidine (3, 5-dioxo-l, 2-diph^nyl-4-n-butyl-pyrazoli— 
dine) . 



10 


Compose 


Effet antiphlogistique 
Butazolidine = 1 


DL^ 0 orale mg/kg 
chez la souris 




A 


10 


740 




B 


3 


560 



15 Ci-apres on donne deux exemples de formulations pharmaceutiques . 

Tablettes : Parties en poids 

2, 3-dim^thoxyt^rephtalamide 100 , 0 

ami.don de mais 149,0 

phosphate de calcium 250,0 

20 stearate de magnesium l,Q 

500,0 

On melange les constituants intimement ; on granule le melange de 
facon habituelle et on transforme le granulat par compression en tablets- 
tea de 500 mg chacune. 
25 Capsules de gelatine : Parties en poids 

2 , 3-die thoxy t erephtalamide 300 , 0 

amidon d e mala 200,0 

500,0 

On melange les constituants intimement et on introduit le melange 
30 dans des capsules de gelatine a raisonde 500 mg par capsule. 

RESUME 
L 1 invention a pour ob j et : 

12) De nouveaux agents therapeutiques presentant d 1 interessantes 
proprietes antiphlogiatiques, analgesiques et antipyr£tiques et dont 
35 la formule g^ne'rale s'^crit : 
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dans laquelle : 

B x et R 2 , qui peuvent etre identiques ou differents representent le 
groupe amino, le groupe -NHR^, designant un radical aliphatique in- 
ferieur, le cas echeant non-sature, un radical aliphatique substitue 
par un groupe hydroxy, amino, methylamino ou dimethylamino, le groupe 
hydroxy, un groupe alcoxy ou l'un des groupes -CH 2 C00H, -CH^COO-cation, 
■(^2^* ^^ (n = 1 ou 2), ou ils representent le gtoupe -NR^Rg, R^ 
designant un radical alcoyle ou alcoxy inferieurs, substitues, le cas 
Echeant, par un groupe hydroxy, et R^ un radical alcoyle, substitue" le 
cas echeant par un groupe hydroxy ou R^ et R 5 designant conjointement 
avec I'atome d 1 azote et, le cas echeant, avec un autre hetero-atome un 
noyau penta- ou hexagonal sature ou non sature ; 

R^ et Rg peuvent representor en outre le groupe - 0-(CH 2 ) 2 -N(CH 5 ) 2 ; 
l'un des radicaux R ± et R 2 peut repr^senter egalement le groupe hydroxy 
ou le groupe -O-cation ; 

R 6 represent e un a tome d'hydrogene, le radical benzyle ou un radical 
aliphatique rectiligne ou ramifie, sature ou non-satur<S, interrompu, le 
cas £che*ant, par un atome d'oxygene et comportant jusqu'a 8 atomes de 
carbone ; 

22) le 2,3-dimethoxyterephtalamide , P.P. 205^0 (A) ; 
3fi) le 2,3-diethoxyterephtal£>Jnide , P.P. 245 fi C (B) . 
42) les sels d ! addition des susdits composes avec des acides phy- 

siologiquement supportables . 

5S) Les medicaments administres sous la forme de tablettes, dra- 
gees, capsules, suppositoires, solutions, potions, granules, etc., et 
contenant, outre des adjuvants et excipients, en tant que substance ac- 
tive au moins l'un des composes susdits associe, le cas echeant, a d« 
autres substances actives connues, la dose posologique journaliere en 
la substance active pour 1'obtention d'un effet antiphlogistique chez 
l'homme etant de 300 a 1500 mg, administr<§e, de preference, sous forme 
de trois doses unitaires de 100 a 500 mg . 

62) Une methode de traitement d« inflammations chez l'homme par 
administration d 1 un medicament selon I'alinea 3). 
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Abstract — A group of novel Bcl-xL/Bak antagonists, based on a terephthalamide scaffold, were designed to mimic the a-helical 
region of the Bak peptide. Good in vitro inhibition potencies in disrupting the Bak/Bcl-xL complex have been observed 
(terephthalamide 4, K x = 0.78 ±0.07 uM). 
© 2004 Elsevier Ltd. Ail rights reserved. 



Proteins in the Bcl-2 family play a critical role in deter- 
mining the fate of a cell through the process of apopto- 
sis. 1 Many oncogenic mutations, particularly those to 
p53, result in defects in DNA damage-induced apopto- 
sis through a Bcl-2 dependent mechanism. 2 In addition, 
overexpression of Bcl-2 can inhibit the potency of many 
currently available anticancer drugs by blocking the 
apoptotic pathway. 3 Therefore, agents that directly 
mimic the death-promoting region BH3 domain of the 
pro-apoptotic subfamily of Bcl-2 proteins 4 are of 
potential therapeutic value. 

The NMR-derived structure of the Bcl-xL/Bak BH3 
domain complex indicates that the Bak peptide is an 
amphipathic a-helix that interacts with Bcl-xL by pro- 
jecting hydrophobic side chains (Val 74 , Leu 78 , He 81 and 
lie 85 ) on one face of the a helix, into a hydrophobic cleft 
of Bcl-xL. 5 Several low molecular weight inhibitors of 
Bcl-2/Bcl-xL have been reported with the majority 
showing potency in the low jiM range. 6 An alternative 
approach for identifying inhibitors is to design synthetic 
scaffolds that reproduce structural features of the BH3 
helix region. We have previously reported function- 
alized terphenyls based on 1 as mimetics of the dis- 
continuous binding epitopes of BH3. 7 However, the 
hydrophobicity of the terphenyls and their challenging 
syntheses prompted us to search for simpler scaffolds 
that could similarly mimic the side chain presentation 
on an a-helix. Herein, we report a group of novel 
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Bcl-xL/Bak antagonists based on a terephthalamide 
scaffold, designed to mimic the a-helical region of the 
Bak peptide. Using a fluorescence polarization assay, 
we have observed high in vitro inhibition potencies in 
disrupting the Bcl-xL/Bak complex and a significant 
improvement in water solubility relative to the terphenyl 
derivatives. 

The goal of our design was to maintain the similarity 
between the arrangement of the i, i + 4, i-f 7 side chains 
of an a-helix and the substituents on the 3. 2\ 2'-posi- 
tions on terphenyl l, 7 while minimizing the structural 
complexity and increasing the solubility of the inhibi- 
tors. This strategy of simplifying a proven proieomi- 
metiz was accomplished by using terephthalamide 2 as. 
the scaffold. The flanking phenyl rings in 1 were 
replaced by two functionalized carboxamide groups, 
which also retain a planar geometry due to the restricted 
rotation of the amide bonds. Figures 1A and B show, 
respectively, superimpositions of energy-minimized 2 on 
1 (R, = R 2 = R 3 = Me) with an RMS deviation of 0.34 A 
and on the i, i + 4, i + 7 side chains of an a-helix with an 
RMS deviation of 1.03 A, suggesting good stereo- 
chemical similarity between both pairs. 8 



A modular synthesis of terephthalamide derivative 4 is 
shown in Scheme I. The 2-alkoxy group was introduced 
by O-alkylation and the l-carboxylic acid was installed 
through Sandmeyer reaction and St i 1 le coupling fol- 
lowed by Lemkux- Johnson and PDC oxidation. The 
amide bond formation steps were accomplished by 
using standard coupling conditions. 
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Figure 1. (A) The superimposition of icrphenyl 1 on lerephihalamidc 
2. (B) Stereo view of the superimposilion of 2 on ihe i, i + 4, i + 7 
positions of an a-helix. 

Another conformational constraint in the molecule was 
imposed by an intramolecular hydrogen bond between 
the amide -NH and the alkoxy oxygen atom, to influ- 
ence the position of the upper alkyl group (Fig. 2). 9 The 
intramolecular hydrogen bond was confirmed by variable 
temperature NMR, which showed very little change in 
the amide-NH resonance (6=8.54 ppm) on heating 
(A5=1.54 ppb/K) or changing concentration. 10 As 
a comparison, 2-isoprbpylaminoterephthalamide 17 
showed both concentration (7.36 ppm, 0.5 M in CDC1 3 ; 
6.58 ppm, 0.05 M in CDC1 3 ; 6.46 ppm, 0.005 M in 



CDC1 3 , 298 K) and temperature (A5=5.5 ppb/K) 
dependence of the aniline proton, suggesting inter- 
rather than intramolecular hydrogen bonding. 

Two strategies were used to orient the interacting N- 
alkyl group of the lower tertiary amide into the desired 
Z-conformation. In 3, the problem was avoided by 
using identical substituents on the tertiary amide nitro- 
gen. In a second series of derivatives (5, Scheme 2), 
steric differentiation of the substituents favored the pla- 
cement of the isobutyl group in the Z-position (Fig. 
3A). The conformation of 5 in solution was probed by 
ROESY and NOESY l H spectroscopy. 11 NOE cross 
peaks between H b and the o/7/joaryl protons were 
detected, while no significant NOE effect could be seen 
between H a and the or//io-protons. However, corre- 
lations corresponding to the chemical exchange of H a 
and H b were observed in the ROESY experiment (Fig. 
3B), which indicated there were two conformations of 5 
existing in DMSO solution at 298 K. Furthermore, the 
signals of both H a and H b , which are split at room 
temperature, coalesced at 353 K. These combined 
experimental results suggest that both Z- and £-amide 
conformations are present with the Z-conformation 
being favored by 72% (from NMR integration), and by 
8.01 kJ/mole in water solution (from MM2 energy 
minimization using Macromodel). The consequence of 
these constraints is that in low energy, accessible con- 
formations of 5, the three substituents project from one 
face of the terephthalamide scaffold in a manner analo- 
gous to the terphenyl helix mimetics (e.g., Fig. 1A). 7 

The binding affinity of the terephthalamide molecules 
for Bcl-xL was assessed by a fluorescence polarization 
assay using a fluorescently labeled 16-mer Bak-peptide 
(FI-GQVGRQLAIIGDDINR-CONH2). 5 Displacement 
of this probe through competitive binding of the 
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Scheme 1. Modular synthesis of lerephihalamidc derivatives 3 and 4. 
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Figure 2. 'H NMR spectra (low field region) for 4 at different concentrations. 
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Scheme 2. Synthesis of terephthalamide derivative 5. 




Figure 3. (A) Energy minimized Z- and E-isomers of 5. (B) ROESY 1 H experiments showed cross peaks corresponding 10 chemical exchange of Ha. 



BNSDOCtD: <XP 2419821A ! > 



* 



a 



1378 

terephthalamide into the hydrophobic cleft of Bcl-xL 
would lead to a decrease in its fluorescence polarization, 
which in turn could be related to the known affinity of 
the 16-mer Bak peptide. 12 A series of terephthalamides 
with varied side chains was prepared. All the assays 
were carried out with 10~ s to lO" 4 M terephthalamide 
solution in 10 mM PBS buffer (pH 7.4, 298 K) with less 
than 0.1% DMSO, indicating good solubility of ter- 
ephthalamides in water. Figure 4 shows that ter- 
ephthalamide 3 has good affinity for Bcl-xL with a K x 
value of 0.78 ±0.07 piM. By screening compounds with a 
range of side chains on the upper carboxamide, we 
found that the isobutyl group as the upper substituent 
provided the best inhibition results (3, 10, 11, 12). The 
newly introduced stereogenic center in the terephthalamide 
did not affect the affinity, as seen by comparing 6 and 7. 
The optimal alkoxy group in the 2-position of ter- 
ephthalamide was found to be isopropoxy (3, 4), -which 
closely mimics the size of Leu 78 of the Bak peptide; both 
larger (8, 9) and smaller (6, 7) substituents gave 
decreased affinities. The W,yV-alkyl substituents on the 
lower carboxamide were shown to be crucial in the 
interaction since most of the affinity was lost when the 
symmetrical isopropyl groups on the amide nitrogen 
were replaced by other substituents (5, 13, 14, 15). The 
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importance of hydrophobic side chains was further 
confirmed by the weak binding of 16, which lacks the key 
substituents. The 2-isopropylaminoterephthalamide 17 
showed affinity 4-fold less than its 2-isopropoxy analo- 
gue 4, suggesting the intramolecular hydrogen bond in 4 
helps to orient the side chain and in turn to enhance 
binding. These assay results confirmed that the ter- 
ephthalamide derivatives retained the high in vitro affi- 
nity of the original terphenyl scaffold while reducing its 
complexity. 

A computational docking study using Autodock™ lent 
support that the binding cleft for the BH3 domain of the 
Bak peptide on the surface of Bcl-xL is the target area 
for the synthetic inhibitors. Over 90% of the con- 
formational search results showed the terephthalamide 
docked to this region. Figure 5 shows the overlay of the 
top-ranked docking result with the BH3 domain of the 
Bak peptide in the Bcl-xL/Bak complex, suggesting that 
the side chains of the terephthalamide scaffold have an 
analogous spatial arrangement to the three key alkyl 
side chains of the Bak peptide. 

In conclusion, a novel family of Bcl-xL antagonists, 
based on a terephthalamide scaffold has been successfully 
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Figure 4. Results of the fluorescence polarization competition assay of 
terephthalamide derivatives as antagonists of Bcl-xL/Bak complex 
formation. Yellow, non-labeled Bak BH 3 peptide; purple, 3; light blue, 
6; red. 8; brown, 9; green, 10; dark blue, 16; black, 17. 
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Figure 5. Results of docking studies of 6 and Bcl-xL. (A) Full view. 
(B) Close up of an overlay of the highest-ranked binding mode and the 
Bak peptide. The key hydrophobic side chains of Bak are shown as 
stick representations. 
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developed. Systematic synthesis, conformational studies 
and fluorescence polarization binding assays were com- 
pleted and sub-uM level in vitro affinities were observed. 
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